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A rapid immunosensing method for measuring two tumor markers, alpha-fetoprotein (AFP) and 
carcinoembryonic antigen (CEA), based on particle manipulation by negative dielectrophoresis (n-DEP) 
was developed. When microparticles modified with different antibodies were subjected to n-DEP 
manipulation by the application of an AC voltage, they accumulated in particular positions in 
poly(dimethylsiloxane) (PDMS) fluidic channels modified with corresponding antibodies within 1 min. 
The presence of a specific antigen, AFP or CEA, allowed the irreversible capture of microparticles via the 
formation of immuno-complexes. Uncaptured microparticles redispersed after the AC voltage was 
switched off. The fluorescent intensity from the irreversibly captured microparticles allowed us to 
determine the concentration of AFP and CEA in the sample. The range for both AFP and CEA assays was 
0.1–100 ng/mL, which was sufficient to cover the concentration required for medical diagnoses. Our 
system measured the concentrations of AFP and CEA simultaneously in a single device with two channels 
modified for different antibodies. Since n-DEP was used for the rapid manipulation of the microparticles 
toward the PDMS surface, the time required for the assay was substantially short: 1 min for forcing and 5 
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（ positive-DEP, p-DEP ）と電場強度の弱い領域へ誘導される負の誘電泳動
（negative-DEP, n-DEP）が存在する．近年，p-DEP を用いた細胞やプローブ微粒子の
免疫反応による迅速な捕捉が報告された 4-6)．我々は，以前，マイクロ流路デバイス
に n-DEPによる微粒子の捕捉技術を組み合わせた免疫測定法を開発した 1), 7)．しかし，
この方法は，複雑な電極デザインおよび段階的な免疫反応と洗浄のためのシリンジポ
























それぞれ 1.0 mm，20 μm および 50 μm とした． 
PDMS 製マイクロ流路は，レジスト（SU-8）の鋳型から転写して得た．流路幅，ギ
ャップおよび高さを，それぞれ 150 µm，50 µm および 14 µm に設定した．この PDMS
製流路を別の PDMS 基板上に配置し，流路 1 および流路 2 に，抗 AFP 抗体溶液（10 n 
g/mL）および抗 CEA 抗体溶液（10 ng/mL）をそれぞれ導入して抗体を物理的に吸着
させた．洗浄後，PDMS 製のマイクロ流路を IDA 電極上に配置した．この際，IDA
バンドとマイクロ流路を直交させた．ポリスチレン微粒子（直径 2μm）懸濁液に，抗
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Fig.1  A microscopic image of the 




2.2. 微粒子のマニピュレーションおよび n-DEP による微粒子の免疫捕捉 
 抗 AFP 抗体固定化微粒子と抗 CEA 抗体固定化微粒子の懸濁液（1.2 x 109 
particles/mL）に異なる濃度（0.1 ng/mL–10 μg/mL）の AFP および CEA を混合した．
この混合液を誘電泳動デバイスに導入した．IDA 電極に交流電圧（10 Vpp，2 MHz）
を印加し，n-DEP を用いて PDMS 基板上へ微粒子を集積化した．免疫反応により微
粒子を捕捉するために，交流電圧を 1 分間印加した．その後，電圧印加を停止し，電















ると，抗 AFP 抗体を固定化した流路 1 に配列化された抗 AFP 抗体修飾微粒子は免疫
反応により捕捉されるが，抗 CEA 抗体修飾微粒子は捕捉されず再分散する．また，
抗 CEA 抗体を固定化した流路 2 では反対の現象が起こる．よって，流路 1 および流
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Fig. 2 Schematic representation (cross-sectional view) of the 








流路 1 を 1.0 ng/mL 抗 AFP 抗体で，流路 2
を 10 ng/mL 抗 AFP 抗体で処理した基板を用
いて，抗AFP抗体固定化粒子の捕捉を行った．
ここでは，AFP の濃度を 1.0 ng/mL とした．













ため，微粒子は免疫反応を介して PDMS 流路に捕捉されることがわかる． 
流路 1 に抗 AFP 抗体，流路 2 に抗 CEA 抗体を固定化したデバイスに，濃度の異な
るAFPと20 ng/mL CEAを含む抗体修飾微粒子懸濁液を導入し同時検出を行った．Fig. 
(A)
Channel 1 Channel 2
(B)
Fig. 3 AFP assay using the n-DEP device. 
(A) Fluorescent images of the 
microparticles (A) before and (B) 5 min 
after the AC voltage was turned off in the 




す．Fig. 4A および Fig. 4B は，それぞ
れ AFP を検出するための流路 1 およ
び CEA を検出するための流路 2 から
同時に得られた蛍光強度である．流路

















 本研究では，DEP を用いた微粒子の迅速な集積・配列化技術を用いて，2 種類の腫
瘍マーカーである AFP と CEA の同時検出を行った．この手法では，表面に固定化さ
れた抗体分子と溶液中の抗原およびプローブ（蛍光微粒子）の反応に，DEP による微
Fig. 4 Relative fluorescent intensities as a function 
of AFP concentrations.  Fluorescent intensities 
were simultaneously obtained from (A) channel 1 
for AFP and (B) channel 2 for CEA of a 
multi-sensing device injected with sample solutions 
containing various concentrations of AFP and 20 
ng/mL CEA. (C) Intensities obtained from the 
sample containing only AFP.  
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